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SLC26A4 からつくられる Pendrin は、アミノ酸 780 個からなる膜貫通型タンパクで、主に
内耳に発現し、塩化物イオン、重炭酸イオンなどの陰イオンとヨードの輸送を行っている。細





性を示し、変異型 Pendrin を小胞体から細胞膜へ移行させ再活性化することが明らかにされた。 





 第二章では、変異型 Pendrin(P123S)恒常発現(Stable)細胞を樹立した。 
先行研究により SLC26A4 遺伝子の変異のうち主要な 10 種類のミスセンスの変異型
Pendrin の作製と、ミスフォールドからの薬剤によるレスキューが報告されている。10 種類の







マイシン耐性である性質を利用し、G-418 Sulfate 存在下で 10 日間連続培養後、その生え抜き
を選抜した。Pendrin 発現とサリチル酸応答性を確認した後、これらを 96well 培養プレート
で 1 細胞/1well に限界希釈し、シングルコロニー由来の単クローンを得た。得られた単クロー
ン細胞を再度、Pendrin 発現・サリチル酸応答性の確認後、細胞のクローニング操作を合計 2




第三章では CellInsightTM を用いて細胞の Morphology 解析のためのパラメーターを検討し
た。  
 変異型 Pendrin(P123S)は細胞質に集積し、野生型 Pendrin(Wt)は細胞膜に局在する。一方、
10 mM サリチル酸を加えることで改善し、Pendrin の細胞膜局在が上昇し細胞質局在は減少
する。この局在変化について、従来の手法では、免疫染色の後共焦点レーザー顕微鏡にて得ら
れた画像を画像解析ソフト FluoViewTM で取込し、細胞膜・細胞質の蛍光強度を無作為に 100
ポイント測定して評価していた。本研究では 96well 培養プレートを用いた迅速な薬剤スクリ
ーニングを目的にこれを改良した。細胞イメージアナライザーCellInsightTM による計測は、
96well 内を 100 フィールドに区分し、各フィールド内最大 100 個細胞を検出し、全細胞のタ
ンパク質局在を網羅的に解析し蛍光強度を測定できる。そこで解析プログラム Morphology V4
の解析パラメーターの検討を行った。複数の検討より、細胞の外周を解析の基準である Ch1
とし、核を Ch2 とした。そして Ch1 から内側へ 5 pixel 幅を細胞質 Ch3(Cytoplasm:C)とし、










サリチル酸とその類縁体は、96well 培養プレート中 PH1-1H1 細胞に 12 時間添加し、免疫
染色の後、第三章で確立した CellInsightTM による Morphology V4 で Ch3 を基準にスクリー
ニングした。その結果、化合物の濃度依存的に Ch3(C)減少を示す 6 つの候補化合物を発見し
た。さらに、FluoViewTM による詳細な蛍光強度の測定をし、細胞膜(Plasma Membrane:M) / 細
胞質(Cytoplasm:C) = M/C 比を調べた結果、サリチル酸は 10 mM で M/C 比が 1.0 であるのに
比べ、M/C 比が 0.3 mM で 1.5、0.1 mM で 0.9 を示す化合物(2-aminophenyl)methanol を見
い出した(化合物番号 8)。すなわち、化合物 8 はサリチル酸に対して活性がおよそ 100 倍高い
ことを示した。さらに、薬剤を培地から取り除いた後 24 時間までの細胞内薬剤持続性効果を
検討した結果、サリチル酸は薬剤除去後 6 時間で効果が失われたのに対して、化合物 8 は 12




1. 限界希釈法による細胞のクローニングで、野生型 Pendrin 発現細胞 (Wt)と変異型
Pendrin(P123S)発現細胞(PH1-1H1)を得た。Wt 細胞は G-418 Sulfate 存在下で恒常的に
野生型 Pendrin を発現し、細胞膜局在を示した。PH1-1H1 細胞は G-418 Sulfate 存在下
で恒常的に変異型 Pendrin を発現し、細胞質に局在を示した。これに 10 mM サリチル酸
を 12 時間添加することで細胞膜局在を示した。得られた PH1-1H1 細胞は、サリチル酸類
縁体を用いた変異型 Pendrin 移行活性スクリーニングに有用な細胞である。 
2. CellInsightTM による Morphology 解析パラメーターの条件検討を行った。細胞外周を解析
の基準である Ch1 とし、Ch1 より内側 2 pixel から 7 pixel の 5 pixel 幅を細胞質
Ch3(Cytoplasm:C)として設定することで、サリチル酸濃度依存的な Ch3(C)の減少が確認
できた。すなわち、化合物濃度依存的な Ch3(C)の減少に着目することで、96 well 培養プ
レートを用いた迅速かつ網羅的な、変異型 Pendrin 移行活性スクリーニングが可能となっ
た。 
3. 変異型 Pendrin 移行活性スクリーニングより 6 つの有効な候補化合物を発見した。中でも
化合物 8 ((2-aminophenyl)methanol)はサリチル酸に対して細胞膜移行活性が 100倍高く、
加えて細胞内薬剤持続的効果も長く12時間を示した。すなわち、化合物8は変異型Pendrin
の細胞膜移行活性を有する有用な候補化合物であることが示唆された。 
